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白为 menin。Menin 通过上调组蛋白 H3 第 4位赖氨酸（H3K4）的甲基化而上调了一
些周期蛋白依赖激酶抑制剂从而抑制了细胞周期 G0/G1 到 S 期的进程。然而 menin
对于细胞周期另一个重要的调控点 G2/M 期的调控还不清楚。在该研究中我们发现
menin 阻滞了细胞周期 G2/M 期的进程，并抑制了细胞周期蛋白 cyclin B2 的表
达。Menin 与 cyclin B2 的启动子结合并下调启动子结合区域的组蛋白 H3乙酰化
水平，组蛋白 H3 乙酰化是一个正向调控转录的组蛋白修饰的标志。敲除 menin 的
小鼠 MEF 细胞中，cyclin B2 的表达量增高，cyclin B2 启动子上相应位点的组蛋
白 H3 乙酰化水平也增高，细胞周期 G2/M 期的进程也被加速。当用 shRNA 抑制细胞
中 cyclin B2 的表达之后，细胞中处于 M期的细胞比例减少，细胞生长受到抑制。
进一步深入研究 menin 对 cyclin B2 转录抑制的机制，我们发现 menin 阻碍了一些
正向转录因子结合在 cyclin B2 启动子上，如核因子 Y（NF-Y），E2 因子（E2Fs）
和组蛋白乙酰基转移酶中的 CREB 结合蛋白（CBP）等。MEN1 疾病相关的 menin 突
变体，A242V 和 L22R 失去了野生型 menin 的抑制 cyclin B2 表达和抑制细胞周期
G2/M 期进程的能力。并且两个突变体都失去了抑制 cyclin B2 启动子上组蛋白 H3
乙酰化水平的能力。综合以上研究我们认为 menin 通过抑制 cyclin B2 的表达而抑
制了细胞周期 G2/M 期的进程以及抑制了细胞的生长，我们的研究揭示了 menin 调
控 cyclin B2 和抑制 MEN1 肿瘤发生的可能机制 
 
关键词：转录调控；细胞周期 G2/M 期；menin；cyclin B2；组蛋白修饰；组蛋
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Abstract： 
Multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1) results from mutations in tumor 
suppressor gene Men1, which encodes nuclear protein menin. Menin 
upregulates certain cyclin-dependent kinase inhibitors through increasing histone 
H3 lysine 4 (H3K4) methylation and inhibits G0/G1 to S phase transition. 
However, little is known as to whether menin controls G2/M phase transition, 
another important cell cycle checkpoint. Here we show that menin expression 
delays G2/M phase transition and reduces expression of cyclin B2. Menin 
associates with the promoter of cyclin B2 and reduces histone H3 acetylation, a 
positive chromatin marker for gene transcription, at the cyclin B2 locus. Moreover, 
Men1 ablation leads to an increase in cyclin B2 expression, histone H3 
acetylation at the cyclin B2 locus, and G2/M transition. In contrast, knockdown of 
cyclin B2 diminishes the number of cells at M phase and reduces cell 
proliferation. Further, menin interferes with binding of certain positive 
transcriptional regulators, such as nuclear factor Y (NF-Y), E2 factors (E2Fs), 
and histone acetyltransferase CREB binding protein (CBP) to the Ccnb2 locus. 
Notably, MEN1 disease-related mutations, A242V and L22R, abrogate the ability 
of menin to repress cyclin B2 expression and G2/M transition. Both of the 
mutants fail to reduce the acetylated level of the Ccnb2 locus. Together, these 
results suggest that menin-mediated repression of cyclin B2 is crucial for 
inhibiting G2/M transition and cell proliferation through a previously unrecognized 
molecular mechanism for menin-induced suppression of MEN1 tumorigenesis. 
 
Key words: transcriptional regulation； cell cycle G2/M；menin； cyclin B2；





















1.1. pMX-menin-puro， pMX-meninA242V-puro 和 pMX-meninL22R-puro 为实验室
保存的质粒，其构建方法参见本实验室发表的文献[1-3]。将 PCR 扩增的人的
menin 的 cDNA(U93236)插入到 pMX-puro 质粒上的 BamHⅠ/NotⅠ位点，构建了
pMX-menin-puro；点突变体 pMX-meninA242V-puro 和 pMX-meninL22R-puro 的构建
以 pMX-menin-puro 为模板，采用 QuickChange site-directed mutagenesis kit
试剂盒构建突变体。构建的质粒序列经过测序验证。 
1.2. 四对 cyclin B2 shRNA 购于 Open Biosystems (商品号：RMM4534, 
Huntsville, AL)。其 cyclin B2 shRNA 构建于 PLK0.1 质粒上，序列如下所示： 
sh1-CCGGGCTTCTCAGATCCTGTATGTACTCGAGTACATACAGGATCTGAGAAGCTTTTTG;                    
Sense                     Antisense 
sh2-CCGGCTCTGCAAGATCGAGGACATACTCGAGTATGTCCTCGATCTTGCAGAGTTTTTG;  
               Sense                     Antisense 
sh3-CCGGGCAGCAGTATTACACAGGCTACTCGAGTAGCCTGTGTAATACTGCTGTTTTTG;  
               Sense                     Antisense 
sh4-CCGGGATGTTGAACAGCACACTTTACTCGAGTAAAGTGTGCTGTTCAACATCTTTTTG. 
               Sense                     Antisense 
1.3．构建在含有荧光素酶报告基因的 pGL3 质粒上的野生型和突变的 cyclin B2 启
动子均由德国 Leipzig 大学的 Kurt Engeland 教授[4]赠送。分别为： 
pGl3-cylcin B2-wt-Luc；  
pGl3-cylcin B2-3 CCAAT mut-Luc；（CCAAT 突变为 TTACT） 
pGl3-cylcin B2-CDE mut-Luc； （GGCGC 突变为 ATTAC） 
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2. 细胞培养 
2.1. 使用含 10%胎牛血清（Gemini）的细胞培养基 Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium（DMEM，Gibico），加入 100 units/ml 青链霉素（GIBCO 
15140）培养细胞。 
2.2. Men1-/- MEF 细胞（menin 缺失的 MEF 细胞）和 Men1+/+ MEF 细胞（menin 过表
达的 MEF 细胞）的建立参见本实验室发表的文献[5]。 
2.3. 分别转染 pMX 对照空载体，野生型 menin 和突变体 A242V，L22R 的 Men1-/- 
MEF 细胞，分别对应文章中所指的 Vector, Menin，A242V，L22R 这四种细胞。采
用逆转录病毒转染的方法将 pMX-puro，pMX-menin-puro，pMX-meninA242V-puro 和
pMX-meninL22R-puro 分别导入 Men1-/- MEF 细胞，实验步骤详见后面逆转录病毒的
包装和转染。 
2.4.细胞生长曲线：在第 0 天的时候，将细胞以 5×10
4
的密度接种在 6 孔板




3.免疫染色质沉淀（ChIP，Chromatin Immunoprecipitation）：使用 ChIP 试剂
盒(QuickChIP
TM
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25.加入10μl 0.5M EDTA，20μl 1M Tris-HCl，pH6.5 和2μl 10mg/ml蛋白酶
K，在45℃水浴中孵育1小时； 
26.酚/氯仿抽提和纯化ChIP DNA，用50μl无菌水溶解； 
27.以ChIP DNA为模板，使用试剂盒SYBR Green PCR kit (Qiagen)进行实时定
量PCR（7500 Fast Real-Time PCR System，Applied Biosystems），每个样本
平行上三个样。 
3.2.ChIP实验中所用到的抗体： 
anti-menin (BL342; Bethyl Laboratory), anti-acetylated histone H3 
(17-615, Millipore), anti-trimethyl-histone H3K4 (17-614, Millipore), 
anti-histone H3 (ab1791, Abcam), anti-HDAC3 (ab7030, Abcam), anti 
E2F2 (sc-633, Santa Cruz), anti-E2F3 (sc-879, Santa Cruz), anti-
polymerase Ⅱ (MMS-126R, Covance), anti-NF-YB (sc-13045, Santa Cruz), 
anti-CBP (sc-369, Santa Cruz), anti-IgG (ab46540-1, Abcam)。 
3.3. ChIP实验中所用到的4对cyclin B2启动子的引物和1对Hoxa9启动子的引物： 
Cyclin B2-P1: 
5’-GAAATGTCAGATTTGGGCGAAGGG-3’ 和 5’-AGTGCCAGCAGAACGACTTGAGAT-3’ 
Cyclin B2-P2: 
5’-AGCCAGCCAATCAACGTGCAGAAA-3’ 和 5’-TGACGCACTATTGGGTAGACGCAC-3’ 
Cyclin B2-P3: 




5’-CGGGTACTGGGCTTATTTCA-3’ and 5’-CCAAAAGGGGGAAAATTCAT-3’ 
 





















4. 用含1%BAS的PBS 洗细胞2次，离心弃上清；  
5. 用200µl 预冷的PBS 重悬细胞； 






10. 离心弃掉盐酸，将细胞沉淀重悬在1ml的0.1M Na2B4O7·10H2O, pH8.5溶液
中，以中和盐酸； 




12. 加入1µl的抗Brdu抗体（ Anti-BrdU， Alexa Fluor 488 conjugate, 
Invitrogen， A21303）, 在室温下避光孵育30分钟； 
13. 离心弃抗体，用0.5ml含0.5% Tween 20和1% BSA的PBS洗一次； 
14. 离心弃上清，将细胞悬在0.5ml含5µg/mlPI（propidium iodide，P4864，
Sigma)的PBS中，滤膜过滤细胞使其成为单细胞悬液； 
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anti-β-actin (Sigma)；anti-menin (BL342，Bethyl Laboratory)；anti-
cyclin B2 (sc-22776, Santa Cruz)；Goat anti-Mouse IgG(H+L)-HRP 
Conjugate (Bio-RAD, 170-6516)；Goat anti-Rabbit IgG(H+L)-HRP 
Conjugate (Bio-RAD, 170-6515)。 
 




















6.加入 1倍体积的 70%乙醇，混匀； 
7.采用 Qiagen RNeasy Mini Kit（Qiagen）提取 RNA； 
8.用 Rnase-free 的水溶解 RNA； 
9.以 1μgRNA 为模板， 以 SuperScriptⅢ First-Strand Synthesis System 
for RT-PCR 的试剂盒（18080-051，Invitrogen），将 RNA 逆转录成第一条
链的 cDNA； 
10.以第一条链的 cDNA 为模板，采用试剂盒 SYBR Green PCR kit (Qiagen)进
行 实 时 定 量 PCR （ 7500 Fast Real-Time PCR System ， Applied 
Biosystems），每个样本平行上三个样，以 GAPDH 为内参； 













5.加入含 0.25%Triton X-100 的 PBS 通透细胞，室温 10 分钟； 
6.PBS 洗 3次，每次 5分钟； 
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